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(57) Abstract 

On the basts of a first repertoire of genes coding for a population of one 
of two Icinds of polypeptides capable of being optionally covalently combined, 
particularly variable regions of either the andbody light chain type or the 
antibody heavy chain type, and at least one gene coding for the other type of 
polypeptide, paiticulariy a variable region of the other type, an antibody chain 
or preferably a second repertoire of genes coding for a population of said other 
type, the genes from the first repertoire are inserted into a first vector to form 
a population of vectors carrying the various genes of said first repertoire, and 
said gene of said other type or the genes from said second repertoire is/are 
inserted into a second vector. Both starting vectors have means enabling each 
to exchange one part by one or more irreversible recombinations to generate 
recombinant final vectors of which one contains a gene of one of said types 
and a gene of the other type. 

(57) Abr^Sg^ 

Partam d'un premier rdpertoire de gfenes codant pour une population 
d'un dc deux types de polypeptides susccptibles de s*associer. dc manifere 
covalente ou non, notamment de rdgions variables de Tun des types chalne 
16gfere ct chaine lourde d'anticorps, ct d'au moins d'un g^ne codant pour Tautre 
type dc polypeptide, notamment une r6gion variable de Tautre type, de chalne 
d'anticorps ou de pr6f6rencc d*un second rfpertoire de gincs codants pour 
une population dudit autre type, on introduit les gfenes dud it premier r6pertoire 
dans un premier vcctcur pour former une population de vecteurs portani les 
diff6rents gfencs dudit premier repertoire, et on introduit ledit gfenc dudit autte 
type ou les gines dudit second repertoire dans un second vcctcur. les deux 
vecteurs de d6pait pr6sentant des moyens pour 6changer par recombinaison(s) 
irr6versible(s) chacun une partie de fa^on h g^nerer, aprfes recombinaison(s) 
des vecteurs finaux recombinds doni Tun contient un gine de Tun des deux 
types et un gine de I'autre type. 
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PREPARATION DE BANQUE MULT I COMB I NATO I RE DE VECTEURS D* EXPRESS ION DE GENES 
D'ANTICORPS 

Les molecules d'anticorps sont constituees par 
1 'association de deux chaines lourdes (H) et de deux chaines 
legeres (L) par 1 ' intermediaire de ponts disulfure. Les deux 
chaines lourdes sont associ^es entre elles selon une structure en 
5 forme de Y et les deux chaines legeres s'associent respectivement 
aux deux branches de cette structure, de faQ:on telle que les 
domaines variables des chaines legeres (V^) et lourdes (V^) 
soient situes a proximite I'un de 1' autre. La liaison a 
I'antigene resulte des proprietes des parties variables des 

10 chaines legeres et lourdes. Un systeme complexe de rearrangement 
et de selection permet alors d'induire rapidement une quantite 
, importante d'anticorps specif igues centre un antigene. 

La technique classique des hybridomes permet la 
selection de clones de cellules hybrides exprimant des genes 

15 codant pour les chaines legere et lourde d'une molecule 
d'anticorps. Cette technique necessite la fusion de cellules 
d'origine lymphocytaire, contenant les genes presidant a la 
formation des anticorps et de cellules formant des lignees 
iminortalisees . Les cellules portant les genes en question sont en 

20 general obtenues par creation au hasard de banques de cellules 
circuiantes, avec ou sans immunisation prealable par I'antigene 
specif ique, et le criblage des hybridomes s'effectue par une 
reaction antigene-anticorps apres multiplications et cultures des 
clones hybridomes. Cette technique est lourde, d'un rendement 

25 limite et le criblage n'est pas facile. 

Une autre m^thode, utilisant des bacteriophages 
recombinants a ete recemment mise en oeuvre. Les principes et 
diverses realisations de ce precede sont par exemple decrits par 
D. R. Burton, Tiptech - mai 1991, vol. 9, 169-175 ; D. J. 

30 Chiswell et al . , Tiptech - mars 1992, vol. 10, 80--84 ; H. R. 
Hoogenboom et al . , Rev. Fr. Transfus. Hemobiol., 1993, 36, 19-47 
(voir egalement les demandes de brevets PCT WO 92/01047 et 
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92/20791 ) . 

Cette technique consiste a inserer, dans un vecteur, un 
repertoire de genes de regions variables d'anticorps en 
association avec un gene de bacteriophage dans des conditions 
5 permettant 1 'expression du gene sous la forme d'une proteine de 
fusion se presentant a la surface du phage, exposant les regions 
variables des chaines variables legere et lourde associees par 
leurs ponts disulfure a la fagon d'un fragment Fab d'anticorps, 
et a selectionner directement les phages par une methode rapide 

10 de separation utiiisant I'antigene specifique immobilise, par 
exempie par chromatographie d ' immuno-af finite . Les phages 
selectionnes , apres elution, peuvent infecter une bacterie et 
etre utilises pour une production directe ou pour repeter des 
cycles de selection- Cette methode est particulierement puissante 

15 car elle permet la creation, en theorie, de banques tres 
importantes et un criblage extremement fin, efficace et rapide de 
la banque . Un phage qui se prete particulierement bien a ce 
procede est le phage filamenteux fd, dans lequel on peut 
fusionner le fragment codant pour I'une des chaines lourde et 

20 legere de I'anticorps avec le gene de la proteine mineure de 
surface et inserer le fragment codant pour 1 'autre chaine, de 
sorte que, apres infection de bacteries par le phage, on obtient 
une population de phages portant a leur surface une proteine de 
fusion presentant les chaines lourde et legere dans une 

25 configuration capable de reconnaitre I'antigene, et done 
appropriee au criblable. 

Outre sa simplicite, cette technique presents de grands 
avantages. En association avec 1 'amplification prealable de la 
banque de genes d'anticorps, on peut arriver a selectionner un 

30 phage presentant un fragment d'anticorps specifique dans une tres 
grande population de phages, de i'ordre de 10^, ce qui peut 
permettre de rechercher les genes d'anticorps humains sans avoir 
forcement a proceder h 1 ' immunisation prealable du donneur. 

Par clivage suivi de religation, ou a partir de deux 

35 banques separees de genes de chaines legeres et de chaines 
lourdes on peut obtenir des phages associant une chaine legere et 
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une chaine lourde au hasard, 

Le nombre de clones differents que I'on peut obtenir 
est cependant limite par le rendement de la selectioii et par le 
degre d'efficacite de la transformation bacterienne. 
5 Un moyen d'accroitre le nombre d ' associations reussies 

associant les chaines legeres d'une premiere banque aux chaines 
lourdes d'une deuxieme banque ete decrit par P. WATERHOUSE et 

al., Nucleic acids Research, 1993, Vol. 21, No. 9, 2265-2266. II 

12 • • 

permet d'obtenir jusqu'a 10 clones, en utilxsant un systeme de 

10 recombinaison specifique de sites loxP sensible a 1 'action d'une 
recombinase Cre. Cependant 1 'association reste reversible. De 
plus il n'existe aucun controle de 1' action de la recombinase et 
les vecteurs recombines n'ont aucun avantage selectif par rapport 
aux autres vecteurs.. 

15 Or, compte-tenu du rendement de I'etape de selection 

des phages recombines, qui, en realite, ne retient qu'une 
fraction des phages int^ressants, il est souhaitable d'obtenir 
les plus hauts rendements possibles de vecteurs recombines avec 
le moins possible de vecteurs non-recombin^s . 

20 Dans le cadre d'une demande precedente (WO 95/21914 

deposee le 2 fevrier 1995 sous la priorite frangaise FR 94 01519 
du 10 fevrier 1994) les auteurs de la presente invention ont 
decrit un precede de production de banques multicombinatoires , et 
notamment sous forme de phages ou phagemides, h partir de deux 

25 repertoires de genes, I'un de chaines legeres et 1 'autre de 
chaines lourdes, permettant d'obtenir un nombre de clones eleve. 

Ce systeme possede des proprietes de non reversibilite 
et de selectivite ameliorees par le fait qu'un nouveau marqueur 
de selection apparait apres recombinaison. 

30 Les proprietes de non reversibilite sont dues a 

1 'absence de moyens d'excision, aussi bien dans les vecteurs que 
dans la souche-hote. Les exemples illustrant cette demande se 
caracterisent ainsi par 1 'absence de la proteine d'excision Xis 
aussi bien dans les vecteurs que dans la souche Xis*. D'autre 

35 part, le caractere stable des sequences de jonction issues de la 
recombinaison des sites de recombinaison specifiques contribue a 
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la non reversibilite du systeme. 

La presente invention vise a perf ectionner ce precede, 
notanunent a augmenter son rendement, sa facilite de mise en 
oeuvre ainsi que de la diversite de clones generes. 
5 Dans cet objectif, 1 'invention permet de realiser apres 

deux evenements de recombinaison, un echange de sequences entre 
les deux vecteurs. Cet echange donne lieu a deux vecteurs 
recombinants, dont I'un possede les deux unites de transcription 
pour les chaines lourde et legere mais dont la taille est 

10 inferieure a celle d'un vecteur qui resulterait d'une fusion 
entre les deux vecteurs de depart. Le vecteur final etant plus 
petit, sa replication et son empaquetage sont plus efficaces et 
la production en est d'autant amelioree; ce qui augmente 
egalement le nombre de clones finaux. 

15 L' invention permet en outre d'elargir considerablement 

le choix des souches utilisables en tant que cellules hotes, dans 
la mesure ou il n'est plus necessaire que la souche utilisee 
possede dans son genome le gene de I'integrase, ce gene etant a 
present porte par I'un des deux vecteurs de depart et se 

20 retrouvant sur un vecteur final, 

Ceci permet de s'affranchir des souches possedant le 
gene de I'integrase integre dans leur genome et de choisir toute 
souche qui soit hautement infectieuse et productrice de phages 
(TGI, 71-18 ou NM522) . 

25 Les souches 71-18 (Stratagene ; Yanisch-Perron , C et 

al, (1985) Gene 33, 103-109) et NM522 (New England Biolabs ; 
Woodcock, D.L. et al . (1989) Nucl . Acids. Res. 17, 1563-1575) se 
sont r9velees particulierement bonnes productrices de phages. 
Elles permettent une multiplication du nombre de phages produits 

30 d'un facteur de 10 h 50 par rapport notamment a la souche E. coli 
D1210HP dif fusee par Stratagene. 

L' invention a pour objet un proced^ de production de 
banques .multicombinatoires dans lequel, partant d'un premier 
repertoire de genes codant pour une population d'un de deux types 

35 de polypeptides susceptibles de s'associer, de maniere covalente 
ou non, notamment de regions variables de I'un des types chaine 
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legere et chaine lourde d'anticorps, et d'au moins d'un gene 
codant pour 1' autre type de polypeptide, notamment une region 
variable de 1 'autre type, de chaine d'anticorps ou de preference 
d'un second repertoire de genes codants pour une population dudit 
5 autre type, on introduit les genes dudit premier repertoire dans 
un premier vecteur pour former une population de vecteurs portant 
les differents genes dudit premier repertoire, et on introduit 
ledit gene dudit autre type ou les genes dudit second repertoire 
dans un second vecteur, et I'on precede a une recombinaison 

10 desdits premier et second vecteurs dans des conditions permettant 
a I'un des vecteurs de contenir, apres recombinaison, un gene de 
I'un des deux types et un gene de 1' autre type et d'exprimer les 
deux genes sous forme de polypeptides associes susceptibies 
d'apparaitre a la surface exterieure du produit dudit vecteur en 

15 y restant maintenus et en etant associes entre eux de fagon 
multimerique ou simulant un multimere, caracterise en ce que 
lesdits premiers et seconds vecteurs presentent des moyens pour 
echanger par recombinaison( s ) irreversible( s ) chacun une partie 
de faq:on a generer, apres recombinaison ( s ) des vecteurs finaux 

20 recombines dont I'un contient un gene de I'un des deux types et 
un gene de 1' autre type. 

De fagon avantageuse le precede selon 1' invention est 
caracterise en ce que les vecteurs de depart contiennent 
respectivement deux sites de recombinaisons specif iques d'un ou 

25 de deux syst§me(s) de recombinaison specif ique, notamment les 
sites attB de E. coli et attP du phage lambda, agences de fagon a 
permettre deux evenements de recombinaison sous I'effet d'une 
recombinase ou integrase associee pour former dans chacun des 
vecteurs finaux resultant de la recombinaison, deux sequences de 

30 jonctions stables telles que attL et attR. 

Pref erentiellement les deux sites de recombinaison 
compris dans chacun des vecteurs de depart sont en orientation 
inverse . - 

Dans une variante avantageuse, les vecteurs de depart 
35 contiennent respectivement deux sites attP du phage lambda et 
deux sites attB de E. coli. 
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De fagon preferee I'un des deux vecteurs de depart 
comprend en outre une sequence codante pour une recombinase ou 
une integrase. Cette variante avantageuse permet *de pouvoir 
utiliser toute souche qui soit hautement infectieuse et 
5 productrice de phage, par exemple TGI, 71-18 ou NM522, sans 
devoir se limiter aux seules souches possedant dans leur genome 
le gene de I'une ou 1' autre de ces enzymes. Les souches NM522 et 
71-18 s'averent particulierement interessantes dans ce contexte 
d' utilisations. Pref ^rentiellement 1 'enzyme que I'on utilise pour 

10 controler I'etape de recombinaison entre les vecteurs de depart 
est une recombinase inductible, et notamment une recombinase 
the rmo- indue tibie . 

Avantageusement, dans le procede de 1' invention ie 
vecteur final recombinant obtenu a partir des vecteurs de depart 

15 qui contient les genes a exprimer, est agence pour presenter un 
marqueur de selection initialement non fonctionnel et rendu 
fonctionnel par la recombinaison, Ce marqueur est par exemple un 
gene de resistance a un antibiotique , notamment un gene du groupe 
forme par les genes de resistance aux tetracyclines, a la 

20 gentamycine, a la kanamycine et au chloramphenicol, avec son 
promoteur , 

Pref erentieilement ce marqueur de selection comporte un 
promoteur propre au gene, le promoteur etant initialement insere 
dans I'un des vecteurs de depart et le gene marqueur dans 

25 1' autre. Le gene de selection et son promoteur peuvent etre 
separes par exemple par une sequence antiterminatrice , notamment 
la sequence NutL. Les vecteurs de depart contiennent egalement au 
moins une origine de replication de phage ou une origine de 
replication de plasmide, lesdites origines etant agencees de 

30 maniere a ce que les vecteurs finaux recombinants ne contiennent 
chacun qu'une origine de replication de phage et/ou de plasmide. 

Dans le procede selon 1 'invention, I'un des deux gene a 
exprimer.est fusionne h une sequence codant pour tout ou partie 
d'un polypeptide de la capside d'un phage. Cette sequence 

35 correspond par exemple au g^ne codant pour la proteine III du 
phage lambda. Avantageusement , ledit gene a exprimer et la 
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sequence a laquelle il est fusionne sont situes dans un des 
vecteurs de depart de maniere a etre presents dans le produit 
phagemide recombinant contenant les deux genes a exprimer, 

L'invention a egalement pour objet les vecteurs obtenus 
5 ou susceptibles d'etre obtenus par le precede decrit ci-dessus, 
notanunent les vecteurs de type plasmide ou phagemide qui se 
caracterisent par la presence d'une sequence codant pour I'un de 
deux types de polypeptides susceptibles de s'associer, notamment 
une partie variable de chaine legere d'anticorps, et une sequence 

10 codant pour 1 'autre desdits deux types, notamment une partie 
variable de chaine lourde d'anticorps, lesdites sequences etant 
accompagnees , dans des cadres convenables, des elements 
permettant leur expression dans un hote, lesdites sequences etant 
separees par des sequences de jonction stables, notamment, attR 

15 et attL. 

Ces vecteurs, notamment de type plasmide, comprennent 
pref erentiellement une sequence f onctionnelle codant pour une 
recombinase ou une integrase, et de fa^on particulierement 
avantageuse ils comprennent egalement des sequences de jonction 

20 stable separees par un espaceur. 

L' invention a aussi pour objet des banques 
muiticombinatoires de vecteurs, formees par les vecteurs selon 
1' invention et associant, de fagon aleatoire, une sequence codant 
pour I'un de deux types de polypeptides susceptibles de 

25 s'associer, notamment une partie variable de chaine legere 
d'anticorps et une sequence codant pour 1' autre desdits deux 
types, notamment une partie variable de chaine lourde 
d'anticorps. 

L'invention a enfin pour- objet les anticorps ou les 
30 parties d'anticorps de type Fab susceptibles d'etre obtenus apres 
selection des banques de vecteurs selon l'invention a I'aide des 
marqueurs de selection, puis criblage destine a selectionner les 
clones exprimant des associations de chaine legere et chaine 
lourde d'anticorps ayant les affinites recherchees contre les 
35 antigenes determines, puis expression des clones cribles dans un 
systeme d 'expression, et enfin extraction et/ou purification des 



wo 97/20923 



8 



PCT/FR96/01938 



anticorps ou des parties d'anticorps de type Fab produits dans le 
systeme d ' expression. Les techniques de selection et de criblage 
sent par exemple decrites dans Parmley SF et al . , Gene 73 (1988), 
305-318. Les techniques d 'extraction et de purification sont par 
5 exemple decrites dans Neu H.C. et al. ; ( 1965 ), J. Biol, Chem. 
240, 3685-3692. 

On decrit a present un exemple de construction d'un 
vecteur recombine selon 1' invention combinant les parties 
variables de la chaine legere et de la chaine lourde d'un meme 

10 clone anti-gpl60 de HIV, vecteur qui s'avere capable d'exprimer 
les genes desdites parties variables legeres et lourdes et de 
presenter leurs produits d'expression a sa surface ou, en 
variante, de les relarguer sous forme d'une association chaine 
lourde-chaine legere reconnaissant I'antigene gpl60. 

15 La meme technique pourra etre utilisee pour realiser 

les constructions multicombinatoires associant les genes d'un 
repertoire de parties variables de chaine legere a un gene de 
partie variable de chaine lourde, ou un repertoire de parties 
variables de chaine lourde a un gene de partie variable de chaine 

20 legere, ou deux repertoires de parties variables lourdes et 
legeres . 

Figures : 

La figure 1 represente une vue schematique du piasmide 
pM858 possedant une unite de transcription pour les regions 
25 variables de chaines legeres en fusion avec le gene III. 

La figure 2 represente une yue schematique du phagemide 
pM867 possedant une unite de transcription pour les regions 
variables de chaines lourdes. 

La figure 3 represente une vue schematique des vecteurs 
30 recombinants obtenus apres echange de sequence entre le piasmide 
pM858 et le phagemide pM867. 

La figure 3A represente le phagemide multicombinatoire 
de 7,2kb- possedant les deux unites de transcription pour les 
chaines lourde et legere. 
35 La figure 3B represente le piasmide recombinant de 

6,5kb possedant le gene de I'integrase. 
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Description des vecteurs : 

Pour le detail des techniques de biologie moleculaire 
mises en oeuvre dans la construction des vecteurs on se referera 
a la demands WO 95/21914 incorporee ici par reference. 
5 Piasmide pM858 {7.2kb) : Plasmide possedant I'origine 

de replication "haut nombre de copies" ColEl, une unite de 
transcription pour ies regions variables de chaines legeres en 
fusion avec gene III (Promoteur lacZ-sequence signal PelB-VH gene 
III), le gene N suivi du g^ne codant pour le marqueur de 
10 selection a la gentamycine , le marqueur de selection a 
I'ampiciline et deux sequences de recombinaison attP en 
orientation inverse separees par un espaceur qui doit etre au 
moins de 2kb. 

Phagemide pM867 (6.5 kb) : Vecteur possedant I'origine 

15 de replication "bas nombre de copies" plSA, I'integrase du phage 
lambda ainsi que le represseur thermosensible cI857, le marqueur 
de selection a la kanamycine, et deux sequences de recombinaison 
attB en orientation inverse separees par les sequences suivante : 
une unite de transcription pour les regions variables de chaines 

20 lourdes ( Lac2-pelB-VH ) , I'origine de replication du phage Fl, le 
promoteur tryptophane Trp suivi de 1 ' antiterminateur NutL dans la 
meme orientation . 

Apres recombinaison (2 evenements de recombinaison), il 
y a echange des sequences separant les sequences de recombinaison 

25 entre le plasmide et le phagemide de depart. Un phagemide 
recombinant est obtenu avec deux sequences attR en orientation 
inverse et separees par les elements du plasmide de depart, soit 
1' unite de transcription des regions variables de chaines 
lourdes, I'origine Fl, le promoteur Trp suivi de NutL. Dans ce 

30 phagemide recombinant possedant les deux unites de transcription 
pour les chaines lourde et legere, il y a aussi creation d'une 
unite de transcription pour un nouveau marqueur de selection, ici 
la gentamycine (promoteur Trp-NuTL-N-gentamycine ) . 

Les autres proprietes de ce systeme (non-reversibilite, 

35 nouveau marqueur de selection apres recombinaison), sont 
identiques a celle du systeme precedent decrit dans WO 95/21914. 
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I - Description des differentes etapes de construction 
des deux vecteurs de depart. 

I. Creation d'un piasmide possedant une origine de 
replication ColEl, un gene de resistance a 1 ' ampicilline , un gene 
5 de resistance h la gentamycine (sans son promoteur)/ le gene de 
la proteine la cassette de clonage des chaines legeres et 2 
sequences de recombinaison attP encadrant un espaceur d' environ 2 
Kb, 

Ce vecteur servira de point de depart pour inserer la 
10 banque de chaines legeres (regions variables). 

1. Insertion de la lere sequence de recombinaison attP 
(271 pb) apres amplification par PGR sur le phage A (des bases 
27571 a 27820 ), entre les sites EcoRI et Kpnl du piasmide pUC18 
(2686 pb) (Orientation controlee). 
15 On obtient le piasmide pM 852 (2957 pb). 

Amorce AttP Eco-Nhe+ : 5 ^G GAATTC CG GCTAGC CGCGCTAATGCTCTGTTACAG3 ' 

EcoRI SphI 

Amorce AttP Kpn- : 5' GG GGT AC C CCATCAAATAATGATTTTATTT 3' 

Kpnl 

20 2, Insertion du gene de resistance a la gentamycine 

(gene aacCl) couple a la seconde sequence de recombinaison attP. 

- La sequence attP est amplifiee par PGR a partir du 
phage A des bases 27571 a 27820 avec les amorces suivantes : 
Amorce AttP Xba-Nhe+ : 5' GC TCTAGA GGGCTAGCGCTAATGCTCTCTGTTACAG 3' 

25 Xbal Nhel 

Amorce AttP Bam- : 5' CG GGATC CCATCAAATAATGATTTTATTT 3' 

BamHI 

- Le gene aacCl de 732 pb est amplifie a partir du 
piasmide pSSll 9 (ref: STIBITZ S., Methods in enzymology, Vol 

30 235, 458-465, 1994). 

Amorce Genta 3' : 5' TT GGCGCGCC GAATTGTTAGGTGGCGGTACTTG 3' 

AscI 

Amorce At-tP-Genta5 ' : 5 ' AAAATCATTATTTGATGGGATCCTAAGCCTGTTCGGTTCG- 
TAAAC 3 ' 

35 - Une seconde amplification par PCR permet de reunir 

les 2 sequences precedentes grace aux amorces suivantes : 
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Amorce AttP Xba-Nhe+ : 5' GCTCTAGAGGGCTAGCGCTAATGCTCTCTGTTACAG 3' 

Xbal Nhel 

Amorce Genta 3' : 5' TT GGCGCGCC GAATTGTTAGGTGGCGGTACTTG 3' 

AscI 

5 Le fragment comportant le gene aacCl et la sequence 

attP, digere par Xbal, est clone dans le vecteur pM852 au niveau 
des sites Smal et Xbal avec destruction du site Smal (Orientation 
controlee ) . 

On obtient le plasmide pM854 (3960 pb). 
10 3. D^l^tion d'une partie de la sequence encadrant le 

gene de la /3-galactosidase dans le plasmide pM854 par digestion 
avec Hindlll et Sspl, puis traitement des extremites du vecteur a 
la Klenow et ligation du plasmide sur lui-meme avec destruction 
des 2 sites de restriction. 
15 on obtient le plasmide pM855 (3378 pb). 

4. Le site de restriction Xbal est detruit par 
digestion du vecteur pM855 par Xbal et traitement de ses 
extremites par la Klenow. 

On obtient le plasmide pM856 (3382 pb). 
20 5. Insertion d'une cassette d'expression de la chaine 

legere (promoteur lac, sequence signal PelB et la chaine legere 
(642 pb) d'un clone anti-gp 160 d'HIV fusionnee a gene III), 
couplee au systeme apportant une nouvelle resistance au phagemide 
recombine (gene de la prot^ine N et gene aacCl depourvu de son 
25 promoteur). 

Le fragment complet (2609 pb) est obtenu a partir du 
plasmide pM845 (decrit ci-apres) par digestion complete par SphI 
et digestion partielle par Asp718. Le fragment apres traitement 
de ses extremites a la Klenow est clone dans le plasmide pM856 
30 coupe par SphI et traite lui aussi a la Klenow, avec destruction 
du site phi . 

On obtient le plasmide pM857 (5991 pb), 

6. Le plasmide pM857 est delete du gene aacCl par 
coupure KpnI-BamHI (768 pb), puis ses extremites sont traitees a 
35 la Klenow. Un espaceur d' environ 2 Kb sera insere entre ces deux 
sites. La sequence de cet espaceur reste encore a determiner. 
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On obtient le plasmide pM858 (environ 7200 pb). 

II. Creation d'un vecteur type phagemide portant 2 
origines de replication P15A et fl, un gene de resistance a la 
kanamycine, deux sequences de recombinaison attB encadrant la 
cassette de cionage des chaines lourdes, ainsi que le promoteur 
Tryptophane et la sequence nutL. 

Ce vecteur servira de point de depart pour inserer une 
banque de chaine lourdes (regions variables). 

Le plasmide de base pour la construction est le 
plasinide pM825 (decrit dans la demande WO 95/21914). 

1. Insertion d'une seconde sequence de recombinaison 
attB de 23 pb sous forme d ' oligonucleotides synthetiques dans le 
site SphI . Les deux orientations possibles de cionage ont ete 
obtenues. L ' orientation qui nous interesse est celle des 2 attB 
en sens opposes. 

On obtient le plasmide pM851 (3079 pb). 
Amorce AttB Sph+ : 5' CCTGCTTTTTTATACTAACTTGCATG 3' 
Amorce AttB Sph- : 3' GTACGGACGAAAAAATATGATTGAAC 5' 

2* Un fragment de 2118 pb (couvrant les bases 997 a 
3079 + 0 a 36) du pM851 est amplifie par PGR. II comprend les 
deux sequences de recombinaison attB, le gene de resistance a la 
kanamycine et I'origine de replication P15A avec creation d'un 
site AscI a chaque extremite et elimination des sites EcoRI et 
SphI existants • 

On obtient le plasmide pMSei (2126 pb). 
Amorce pM851 AscH- : 

5 ' TTGGCGCGCCCCAAGTTAGTATAAAAAAGCAGGCAGCTCGAACTCCCCTTAATAA 3 ' 
AscI 

Amorce pM851 AscI- : 

5 ' TTGGCGCGCCCAAGTTAGTATAAAAAAGCAGCCTGCCGACTTCCATTCAACAA 3 ' 
AscI 

3, Mutagenese du site de restriction Xhol situe en 
position -925 avec le kit Clontech. 

On obtient le plasmide pM862 (2126 pb). 
Amorce Seq pac- : 5' GTTTTCAGAGCAAGAGA 3' 
Amorce Oligo mut Xho : 5' P-ATCGCGGCCTTGAGCAAGACG 3' 
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Xhol detruit 

4. Insertion d'un site multiple de cionage "polyiinker'* 
synthetique de 36 pb comprenant les sites Xbal, Ncol, SphI, et 
EcoRI au niveau du site AscI unique du vecteur pM862 (Orientation 
5 controlee ) . 

On obtient ie plasmide pM863 (2162 pb). 
Amorce Polyl : 5' CGCGCCTCTAGACGCCATGGGCATGCGCGAATTCGG 3' 

Amorce Poly2 : 3' GGAGATCT GC GGTACCCGTACG CG CTTAAGCCGCGC 5' 

AscI Xbal Nool SphI EcoRI AracI 
10 5. Insertion dans le vecteur pM863 d'un fragment de 

1122 pb comprenant la sequence nutL, la sequence du promoteur 
Tryptophane et I'origine de replication fl. Ce fragment est 
extrait du vecteur pM847 (decrit ci-apres) par digestion par Nhel 
et BspHI, puis clone dans le vecteur pM863 au niveau des sites 
15 Xbal et Ncol (orientation controlee). 

On obtient le phagemide pM864 (3284 pb). 
6. Insertion dans le vecteur pM864 d'un fragment de 
1080 pb correspondant a la cassette d' expression des chaines 
lourdes (promoteur lac, sequence signal PelB et la chaine lourde 
20 (684 pb) d'un clone anti-gpl60 d'HIV). 

Ce fragment est extrait du vecteur pM847 par digestion 
SphI + EcoRI, puis clone dans le vecteur pM864 au niveau des 
sites SphI et EcoRI (Orientation controlee). 

On obtient le phagemide pM865 (4363 pb). 
25 7 . Insertion du gene de I'integrase de A et de son 

promoteur amplifie par PGR (1280 pb) a partir du plasmide pCW107 
(Wulfing & Pluckthun, Gene 136, 199-203 : 1993). Ce fragment sera 
insere au niveau des sites Nhel et StuI du phagemide pM865. 
(Orientation controlee) . 
30 On obtient le phagemide pM866 (environ 5643 pb). 

8* Insertion de la sequence cI857 sous la d^pendance du 
promoteur pR de A, amplifie par PCR (820 pb) ^ partir du plasmide 
pCW107, Cette sequence est necessaire pour permettre 1 'expression 
de I'integrase apres un choc thermique a 42 *C. Ce fragment sera 
35 insere au niveau des sites Avail et BspHI du phagemide pM866, 
On obtient le phagemide pM867 (environ 6463 pb) . 
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Les deux dernieres etapes 7 et 8 sont susceptibles 
d'etre modifiees. 

La construction de ces deux vecteurs perniet d'utiliser 
n'importe quelle souche bacterienne pour la recombinaison (type 
5 XLl blue) . 

II Description des plamides pM845 et pM847 utilises 
pour la construction des vecteurs de depart. 

I . Construction du plasmide pM845 possedant une origine 
de replication ColEl, un gene de resistance a la kanamycine, une 
10 sequence de recombinaison attB et une cassette permettant le 
clonage et 1' expression des chaines legeres fusionnees au produit 
du gene III. 

1. Clonage du gene aacCl (Gm^) dans le plasmide pM826. 
- Amplification par PCR du gene aacCl (575 pb) depourvu 
15 de son promoteur a partir du pSSlI29 (Stibitz S., Methods in 
enzymology, Vol 235, 458-465, 1994) et insertion au niveau du 
site unique AscI du pM826 decrit dans la demande WO 95/21914. 

On obtient le plasmide pM840 (3611 pb). 
Amorce Genta 5 ' : 
20 5 ' TT GGCGCGCC AGGAGCTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCA 3 ' 
AscI 

Amorce Genta 3 ' : 

5 ' TTGGCGCGCCGAATTGTTAGGTGGCGGTACTTG 3 ' 
AscI 

25 2. Changement de 1 'origine de replication P15A du 

plasmide pM840 par 1 'origine haut nombre de copies ColEl. 

-Amplification par PCR de ColEl (953pb) a partir du 
vecteur pM840 depourvu de 1 'origine P15A (2750 pb). 
Amorce ColEl Mlu+ : 5' TTCGACGCGTCTGTCAGACCAAGTTTACTC 3' 
30 Mlul 

Amorce ColEl Bam- : 5' CGGGATCCTCTTCCGCTTCCTCGCTCA 3' 

BamHI 



Amorce AttB Bam+ : 5 ' CGGGATCCGGAATTCGAGCTGCCTGCT 3 ' 
35 BamHI 
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Amorce Kan Mlu- : 5' TTCGACGCGTAGGCCTGAATCGCCCCATCA 3' 

Mlul 

- Assemblage des deux fragments PGR grace aux sites 
Mlul et BamHI nouvellement crees, 

5 On obtient le plasmide pM842 (3692 pb). 

3. Clonage de gene III en 3 ' de la chaine legere dans 
le plasmide pM842. 

- Amplification par PGR de gene III (658 pb) a partir 
du phagemide pM841 et insertion en 3' de la chaine legere en 

10 conservant le cadre de lecture (avec un codon Ambre entre les 
deux) entre les sites Xbal et Sphl. 

On obtient le plasmide pM844 (4339 pb). 
Amorce Genelll Xba+ : 5' GC TCTAGA GTGGTGGCGGTGGCTCT 3' 

Xbal 

15 Amorce Genelll Sph- : 5' AGAC ATGCAT GCTTAAGACTCCTTATTACG 3' 

SphI 

4. Clonage de la proteine N (necessaire au 
fonctionnement de 1 ' antiterminateur nutL) en 3' d'attB et en 5 ' 
du gene aacCl. 

20 - Amplification par PGR du gene de la proteine N (453 

pb) a partir du phage lambda (bases 35022 a 35465) et du gene 
aacCl (575 pb) a partir de pSS1129 puis association des deux 
fragments grace a une seconde PGR avec les amorces 5' N Mlu et 
Genta 3 ' . 

25 Amorce 5'N Nlul : 5' TTGGACGCGTAAGTGCGATTCCGGATTAGG 3' 

Mlul 

Amorce 3'N Bglll : 5' G AAGATGT AATATGTAAGTAAGTAGAT 3' 

Bglll 

Amorce N Genta 5 'Bglll : 
30 5' ATCTAGTTACTTAGATATTAGATCTTCAGAGCTATGGAGGAGGAACGAT 3' 

Bglll 

Amorce Genta 3' : 5' TTGGCGCGCCGAATTGTTAGGTGGGGGTACTTG 3' 

AscI 

- Insertion du fragment PGR de 1022 pb au site AscI de 
35 pM844 apres deletion du gene aacCl precedemment clone. 

On obtient le plasmide pM845 (4785 pb). 
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II. Construction du phagemide pM847 possedant une 
origine de replication P15A, un gene de resistance a 
I'ampicilline une sequence de recombinaison attP et une cassette 
pour le clonage et 1' expression des chaines lourdes. 
5 1. Clonage de 1 ' antiterminateur nutL dans le phagemide 

pM834 (decrit dans WO 95/21914). 

- Destruction du site NotI situe en 3' du promoteur lac 
par digestion puis remplissage a la Klenow. 

- Synthase de 4 oligonucleotides recouvrant les 120 pb 
10 de la sequence nutL du phage lambda (bases 35467 a 35586 ) et 

insertion au niveau du site NotI situe en 3 ' de la sequence de 
recombinaison attP. Une seule orientation est valable pour que 
1 ' antiterminateur fonctionne apres recombinaison. 

On obtient le phagemide pM839 (4937 pb). 
15 Amorces nutLl , nutL2, nutL3 et nutL4 : 

5 ' GGCCGCACATCAGCAGGACGCACTGACCACCATGAAGGTGACGCTCTTAAAAATTAAGCCC- 
TGAAGAAG 

3 ' CGTGTAGTCGTCCTGCGTGACTGGTGCTACTTCCACTGCGAGAATTTTTAATTCGGG- 

NotI 

20 ACTTCTTC 

GGCAGCATTCAAAGCAGAAGGCTTTGGGGTGTGTGATACGAAACGAAGCATTGGC 3 ' 
CCGTCGTAAGTTTCGTCTTCCGAAACCCCACACACTATGCTTTGCTTCGTAACCGCCGG 5 ' 

NotI 

25 2. Changement de 1 'origine de replication ColEl dans le 

phagemide pM839 par 1 'origine faible nombre de copies P15A. 

- Amplification par PGR de P15A ( 833 pb) a partir du 
pM840 et du vecteur pM839 depourvu de I'origine ColEl (4007pb). 
Amorce P15A Xb+ : 5' AA TCTAGA GGAGTGTATACTGGCTAA 3' 

30 Xbal 

Amorce P15A Sph- : 5' AGGC GCATGC TTAATAAGATGATCTTCTTG 3' 

SphI 



35 



Amorce Pro Lac Sph+ : 5' ACACATGCATGCGCCCAATACGCAAACCG 3' 

SphI 

Amorce Amp Xba- : 5 ' GCTCTAGATTACCAATGCTTAATCAG 3 ' 
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Xbal 

- Assemblage des deux fragments PGR grace aux sites 
Xbal et SphI nouvellement crees. 

On obtient le phagemide pM841 (4828 pb) . 
5 3. Delation du gene III sitae en 3 ' de ia chaine lourde 

- Amplification par PGR du phagemide pM841 en entier 
mais sans gene III (4150 pb) et ligation apres digestion par le 
site unique Spel, On obtient le phagemide pM846 (4144 pb). 
Amorce Amb PGR : 5' GGTGTAGACTAACTAGTTTTGTGACAAGATTTG 3' 

10 Spel 

Amorce AttP Eco/Spe- : 5' GG ACTAGT TAA GAATTC ATGAAATAATGATTTTA 3' 

Spel EcoRI 

4. Changement du promoteur cat par le promoteur trp, 

- Amplification par PGR du promoteur tryptophane 
15 bicistronique (233 pb) a partir du vecteur pM800 (disponible dans 

le laboratoire) et insertion au niveau du site Kpnl situe en 3' 
de la sequence nutL apres deletion du promoteur cat precedemment 
clone. On obtient le phagemide pM847 (4194 pb). 
Amorce Pro Trp Mut Kpn-i- : 
20 5' GGGGGTACCAGAATTAATCATCGAACAAGTTATGTAGTAGGGA 3' 

Kpnl 

Amorce Pro Trp Kpn- : 5 ' GGGGTACCTTTAAAGTCGGTTTTTGT 3 ' 

Kpnl 

25 III - Recombinaison entre les deux vecteurs pM858 et 

pM867, 

Les deux vecteurs precites serviront de point de depart 

pour obtenir des banques d'anticorps multicombinatoires- Dans 

I'exemple represents la recombinaison s'effectuera entre les 

30 chaines et V„ du clones anti-gp 160 de HIV utilise. Gependant 
L n 

si les deux vecteurs sont construits a partir de banques de genes 
de chaines lourdes et/ou de genes de chaines legeres d'anticorps 
ils permettront d 'obtenir une banque multicombinatoire 
d'anticorps que I'on pourra ensuite cribler. 
35 Transformes dans une souche adequate (D1210HP), les 

deux vecteurs pourront s'associer grace aux sequences AttP et 
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AttB^ cibles d'un facteur de recombinaison int inductible. Les 
mecanismes de recombinaison sent decrits dans le chapitre 9 du 
livre '*The recombination of genetic material" (Miller H, v., 
Viral and cellular control of site-specific recombination, 1988, 
p 360-384, edited by Brooks Low K., Academic Press). Le vecteur 
multicombinatoire (7 200 pb) ainsi cree possedera une origine de 
replication, un gene de resistance a la gentamycine et les deux 
cassettes permettant 1' expression des chaines et Vp^. 

1) On precede a la transformation par electroporation 
de la souche de E, coli XL-1 Blue (diffusee par Stratagene). 

2) Etapes de la recombinaison. 

- On precede a la transformation de cette souche par le 
plasmide pM 858 (contenant les chaines V^^) , et en parallele on 
transforme une souche compatible, par le phagemide pM867 (portant 
les chaines VH) . 

A partir de la souche transformee par le phagemide pM 
867 on prepare celui-ci sous forme de phage puis on infecte la 
culture de XL-1 Blue contenant le plasmide pM 858, a 30 *C 
(densite optique DO = 0,6). 

Apres 30 mn d'infection a 30*C, on soumet la culture a 
un choc thermique a 42 'C pendant une heure pour d^clencher la 
recombinaison sous I'effet de la recombinase inductible, 

Apres avoir remis la culture a 30*C et ajoute de la 
gentamycine on etale les clones sur milieu gelose contenant de la 

gentamycine. On ajoute une heure apres le phage helper VCSM13 

R 12 
(Kan ) de Stratagene a raison de 10 pfu/100 ml de culture. Puis 

on ajoute, deux heures apres, la kanamycine a 70 ^g/ml final et 

la culture est laissee quelques heures a 30 'C. 

L' analyse des clones apres recombinaison des vecteurs 

pM858 et pM867 montre que 1 ' association s'est bien deroulee. On 

obtient un phagemide recombine de 7 200 pb stable, exprimant un 

Fab et tou jours capable d'infecter la souche XL-1 Blue. Les 

points de jonction AttL et AttR ont ete verifies par sequengage. 
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IV - Preparation d'une banque rnulticombinatoire a 
partir d'une banque de chaines legeres et d'une banque de chaines 
lourdes. 

L'etape d' insertion 1.4 de la region variable de ia 
5 chaine legere du clone anti-gp 160 de HIV amplifie par PGR est 
remplace par une insertion similaire des regions variables des 
chaines legeres d'une banque de chaines legdres d'anticorps 
amplifiee par PGR a I'aide d'un systeme d' amorces connu 
convenable propre au type de chaine legere recherchee, ou d'une 

10 pluralite de syst^mes d 'amorces si I'on souhaite effectuer la 
multicombinaison a partir de populations de differents types de 
chaines legeres. Les systemes d 'amorce permettant 1 'amplification 
des chaines legeres sont bien connus et decrits par W.D. Huse et 
al., Science, Vol 246 (1989), 1275-1281. 

15 De la meme fa^on, pour le clonage des chaines lourdes, 

on remplace I'etape d' insertion II. 1 de la chaine lourde d'un 
clone anti-gp 160 HIV par 1 'insertion d'une banque de regions 
variables de chaines lourdes amplifiee par PGR a I'aide des 
systemes d'amorce convenables decrits par M.J. Campbell et al., 

20 Molecular Immunology, Vol. 29, No. 2 (1992), 193-203 ou par W.D. 
Huse et al. ci-dessus. 

Apres les etapes de recombinaison les clones resistant 
a la gentamycine sont seiectionnes et on precede ensuite au 
criblage destine a selectionner les clones exprimant des 

25 associations de chaine legere et chaine lourde d'anticorps ayant 
les affinites recherchees centre les antigenes determines, 
conformement aux techniques decrites dans par exemple par S.F. 
Parmley et al . , Gene 73 (1988), 305-318. 

Les clones issus des etapes de selection et de criblage 

30 permettent ensuite de produire les molecules Fab correspondantes . 
Le phagemide utilise contient un codon ambre a la jonction de la 
chaine lourde du Fab et de la gp3. Lorsqu'a titre d' exemple, une 
souche d'E. coli suppressive d'ambre, XLl-Blue (Stratagene, La 
Jolla, GA, EU), est transformee avec le phagemide, le Fab est 

35 exprime a la surface du phage. A titre d'exemple, dans une souche 
bacterienne non suppressive, TOPIO (Statagene, la Jolla, GA, EU), 
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la synthese proteique est interrompue a I'extremite de la chaine 
lourde, Grace ^ la sequence signal du gene codant pour la pectase 
lyase "pelB" d'E. cartovora , le Fab est alors transports dans le 
periplasme. II est ensuite extrait par choc osmotique (Neu, H.C 
5 et al. (1965). J. Biol. Chem. 240, 3685-3692). En fonction de la 
nature du Fab, differentes techniques chromatiques connues 
peuvent etre employees pour le purifier : par echange d'ions, par 
af finite, tamis molSculaire . • . 
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REVENDICATIONS 

1 , Procede de production de banques muiticombinatoires 
dans lequel, partant d'un premier repertoire de genes 'codant pour 
une population d'un de deux types de polypeptides susceptibies de 

5 s'associer, de maniere covalente ou non, notamment de regions 
variables de I'un des types chaine legere et chaine lourde 
d'anticorps, et d'au moins d'un gene codant pour 1' autre type de 
polypeptide, notanmient une region variable de 1' autre type, de 
chaine d'anticorps ou de preference d'un second repertoire de 
10 genes codants pour une population dudit autre type, 

- on introduit les genes dudit premier repertoire dans 
un premier vecteur de depart pour former une population de 
vecteurs finaux portant les differents genes dudit premier 
repertoire, 

15 - et on introduit ledit gene dudit autre type ou les 

genes dudit second repertoire dans un second vecteur de depart, 

- et I'on precede h une recombinaison desdits premier 
et second vecteurs de depart dans des conditions permettant a 
I'un des vecteurs de contenir, apres recombinaison, un gene de 

20 I'un des deux types et un gene de 1' autre type et d'exprimer les 
deux genes sous forme de polypeptides associes susceptibies 
d'apparaitre a la surface exterieure du produit dudit vecteur en 
y restant maintenus et en etant associes entre eux de faqon 
multimerique ou simulant un multimere, 

25 caracterise en ce que lesdits premiers et seconds 

vecteurs presentent des moyens pour echanger par recombinaison ( s ) 
irreversible(s) chacun une partie de fagon a generer, apres 
recombinaison(s) , des vecteurs finaux recombines dont i'un 
contient un gene de I'un des deux types et un gene de 1' autre 

30 type. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que lesdits vecteurs de depart contiennent respectivement deux 
sites de . recombinaison specif iques d'un ou de deux systeme(s) de 
recombinaison specif ique, notamment les sites attB de E. coli et 

35 attP du phage lambda, agences de fagon a permettre deux 
evenements de recombinaison sous I'effet d'une recombinase ou 
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integrase associee pour former dans chacun des vecteurs finaux 
resultant de la recombinaison, deux sequences de jonctions 
stables telles que attL et attR. 

3, Precede selon la revendication 2, caracterise en ce 
5 que les deux sites de recombinaison compris dans chacun des 

vecteurs de depart sont en orientation inverse. 

4, Precede selon I'une des revendications 2 et 3, 
caracterise en ce que lesdits vecteurs de depart contiennent 
respectivement deux sites attP du phage lambda et deux sites attB 

10 de E . coli . 

5, Precede selon I'une des revendications 1 h 4, 
caracterise en ce que I'un des vecteurs de depart comprend une 
sequence codant pour une recombinase ou une integrase. 

6 Precede selon I'une des revendications 1 a 5, 
15 caracterise en ce que le vecteur final recombinant ebtenu a 
partir desdits vecteurs de depart et qui contient les genes a 
exprimer est agence pour presenter un marqueur de selection 
initialement nen fonctionnel et rendu fonctionnel par la 
recombinaison . 

20 7. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce 

que le marqueur de selection comporte un gene permettant la 
selection, lorsqu'il est exprime, et un promoteur propre au gene, 
le promoteur etant insere dans I'un des vecteurs de depart et le 
gene marqueur dans 1 'autre. 

25 8. Precede selon la revendication 7, caracterise en ce 

que le gene de selection et son promoteur sont separes par une 
sequence antiterminatrice , netamment la sequence NutL. 

9. Precede selon I'une des revendications 6 a 8, 
caracterise en ce que le marqueur est le gene de resistance a un 

30 antibietique, netamment un gene du groupe forme par les genes de 
resistance aux tetracyclines, a la gentamycine, a la kanamycine 
et au chloramphenicol, avec sen promoteur. 

. 10. Precede selon I'une des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que lesdits vecteurs de depart contiennent au 

35 moins une erigine de replication de phage ou une origine de 
replication de plasmide, lesdites origine etant agencees de 
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maniere a ce que les vecteurs finaux recombinants ne contiennent 
chacun qu'une origine de replication de phage et/ou de plasmide. 

11- Proc^de selon I'une des revendicatioris 1 a 10, 
caracterise en ce que I'un des genes a exprimer est fusionne a 
5 une sequence codant pour tout ou partie d'un polypeptide de la 
capside d'un phage. 

12. Precede selon la revendication 11, caracterise en 
ce que la sequence de fusion correspond au gene codant pour la 
proteine III du phage iambda. 
10 13. Precede selon I'une des revendications 11 et 12, 

caracterise en ce que iedit gene et sa sequence fusionnee sont 
situes dans un des vecteurs de depart de maniere a etre presents 
dans le produit phagemide recombinant, 

14. Precede selon I'une des revendications 1 a 13, 
15 caracterise en ce que I'on utilise pour controler I'etape de 

recombinaison entre les vecteurs de depart, une recombinase 
inductible, et notamment thermo-inductible . 

15. Vecteurs obtenus par le proc^d^ selon I'une des 
revendications 1 a 14, et notamment les vecteurs de type plasmide 

20 ou phagemide. 

16. Vecteurs susceptibles d'etre obtenus par le precede 
selon I'une des revendications la 14, et notamment les vecteurs 
de type plasmide ou phagemide. 

17. Vecteurs selon I'une des revendications 15 ou 16 et 
25 notamment de type plasmide, caracterises en ce qu'ils comprennent 

une sequence codant pour I'un de deux types de polypeptides 
susceptibles de s'associer, notamment une partie variable de 
chaine legere d'anticorps, et une sequence codant pour 1' autre 
desdits deux types, notamment une partie variable de chaine 
30 lourde d'anticorps, lesdites sequences §tant accompagnees, dans 
des cadres convenables, des elements permettant leur expression 
dans un hote, lesdites sequences etant separees par des sequences 
de jonction stables, notamment, attR et attL. 

18. Vecteurs selon I'une des revendications 15 ou 16 et 
35 notamment de type plasmide, caracterises en ce qu'ils comprennent 

la sequence f onctionnelle codant pour une recombinase ou une 
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integrase . 

19. Vecteurs selon la revendication 18, caracterises en 
ce qu'ils comprennent des sequences de jonction stables separees 
par un espaceur. 

20. Banques multicombinatoires de vecteurs, formees par 
les vecteurs selon I'une des revendications 15 ^ 19 et associant, 
de fagon aleaoire, une sequence codant pour I'un de deux types de 
polypeptides susceptibles de s'associer, notaminent une partie 
variable de chaine leg^re d'anticorps et une sequence codant pour 
1 'autre desdits deux types, notaminent une partie variable de 
chaine lourde d'anticorps, 

21. Anticorps ou parties d'anticorps de type Fab 
susceptibles d'etre obtenus apres 

- selection des banques de vecteurs selon la 
revendication 20 a I'aide des marqueurs de selection, 

- puis criblage destine a selectionner les clones 
exprimant des associations de chaine legere et chaine lourde 
d'anticorps ayant les affinites recherchees contre les antigenes 
determines , 

- puis expression des clones cribles dans un systeme 
d 'expression, 

- et enfin extraction et/ou purification des anticorps 
ou des parties d'anticorps de type Fab produits dans le systeme 
d ' expression. 
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